Introduction
����o����u��� ������g �o�� �� ��� �o�� �o��o� ����o�� ���o���� �o�������, ���� ����ox������� 300 �����o� ����v��u��� b���g �ff�����. Cu����� �������� ���������� ����u�� ��ff����� ����� of ������g ���� ��� �o������ ��������. T�� �u�b�� of ��������g �u���o�� ��u�o�� �� �������� ����� � �������� �o�� �� ����������g ��� �ff����v����� of ������g ������� ��v����. I��������g ��� �u�b�� of �����u�� �u���o�� ��u�o�� ��� ����ov��g ��� fu��-��o� of ������g ������� ��v���� ��v� b��o�� k�� ���u�� fo� o�����z��g ��� �������u��� �ff���� of ���������� fo� ����o��-��u��� ������g �o��.
A�ou���� ����u�� ���� �� ���o����� �o�� �� ��� ��v��o�-���� of ��� �u���o�� ������. T�� �ff���� of �x�o�u�� of ��� �o����� ��� ��� ������o� v������ �o������ �u���u� (AVCN) of C57BL/6J (B6) ���� �o �� �ug������ ��ou���� ��v��o�-���� (AAE) ���� ���v�ou��� ���o���� �� ��� ��u�� b� W���o�� ��� B�o�� (1) . T���� ��u�� ���o�������� ���� �x�o�u�� �o �� AAE ���u���� �� ��� ���u��� ��v����� of ��� ��og�����v� �o�� of ou��� ���� �����. Mo��ov��, �x�o�u�� �o �� AAE ��� b��� ��o�� �o �x��� ������� ��u�o��o�����v� �ff���� �� DBA/2J ����, �� ��� ���� �x�o��� �o �� AAE �x��b���� � �o��� ���v�-��o� of �u���o�� b�������� ����o��� ������o���, f���� ������g ���� ����� ��� � ���k���� ���u��� �o�� of AVCN vo�u�� ��� ��u�o� �u�b�� �o������ �o ��� u�������� �o���o� ���� (1, 2) . T��� ���v�ou� ��u�� ���o�������� ���� �x�o�u�� �o �� AAE ����ov�� ����o����u��� ������g �o�� �� B6 ��� DBA/2J ����. Ho��v��, ��� u��������g ���������� ��vo�v�� �� ��� �ou��-���u��� ����o��� of ��� ��v��o����� of ��� �u���o�� ������ ������ u������.
Ov�� ��� ���� ������, ���������� fo� v���ou� �������� b���� o� ���� ����� ��v� �����v�� ���������g �������o� �u� �o ����� �x�����v� ��ff���������o� �b����� (3) . A��u�u�����g �v������ has confirmed that stem cells can differentiate into many types of ����� ��� ��� ��u� b� u��� �o ����� � v������ of ��������, including genetic diseases, injuries, cancer, or inflammation ��u��� b� ���u�� (4, 5, 15 (11) . P��v�ou� ��u���� ��v� fou�� ���� �ug������ ��ou���� ����u�� ��� ����fu� fo� ������������g ��u�o��� ����u��o� ����� into the acoustic nerves (12, 13) . A previous study confirmed ���� ��u�o��� ����u��o� ����� ����v�� f�o� ��� o�f���o�� bu�b� ��� ��ff��������� ���o ��u�o�� �� ��� �o������ �u���� fo��o���g �x�o�u�� �o �� AAE (12) . Ho��v��, ������� �x�o�u�� �o �� AAE ��� �ff��� ��� ��v��o����� of ��� �u���o�� ������ b� ��f�u�����g ��� ��v��o����� of ���� ����� �� ��� �o������ �u���� ������� �o b� ����������.
I� ��� ������� ��u��, �� ����� �o ��������� ������� ��� ��o��f�����o� ��� ��ff���������o� of N�C� �x�o��� �o ��ou���� ����u�� �ou�� b� �����v�� �� ����. Fu������o��, �� ��v����g���� ��� ���������� ��vo�v�� �� ��� ��v��o����� ��� ��ff����-�����o� of ��ou���� ����u��-�x�o��� N�C� �� ��� ��� �o������ �u����. 
Materials and methods

Animal
Reverse transcription-quantitative (real-time) polymerase chain reaction (RT-qPCR).
To��� ����u��� RNA ��� ��o����� from the cells using purification mini kits (RNeasy; Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufacturer's specifica��o��. O�� ����og��� of �o��� RNA ��� �o�v����� �o �DNA (������� �DNA ��������� k��; B�o-R��, H���u���, CA, U�A) ��� ��� �ub��qu����� �ubj����� �o RT-PCR. PCR ��� ���fo���� �� a thermal cycler at 94˚C for 5 min followed by 30 amplification cycles (94˚C, 30 sec; 55˚C, 30 sec; 72˚C, 1 min). Quantitative PCR ��� ������� ou� �o qu����f� ��� �x������o� of CLU, N�����, ����o�ubu��-���o������ ��o���� 2 (MAP-2), g���� f�b������� ������ ��o���� (GFAP), ������ b���� ��o���� (MBP), ��� β-����� ������g�� RNA o� �� ABI 7300 PCR ������� (A������ B�o�������, Fo���� C���, CA, U�A). T�� ������v� �x������o� v��u� of ��� ���g�� g��� ��� ����u����� �� ��� ����o of ���g�� �DNA �o β-�����. T�� ������� u��� �� ���� ��u�� ��� ��������� in Table Ⅰ .
Western blot analysis. T�� ��o����� ���� �������� b� �u�������g ��� ����� �� ����� buff�� ���� �o������ ����������-���������������� ���� (EDTA)-f��� ��o�����-����b��o�-�o�k���� ��b���� (Ro���, B����, ����z������) fo� 10 ��� o� ���. T�� ���� �x������ ���� �o������� (3x10 ���), ���� ������fug�� �� 15,000 x g fo� 15 ��� �o ���ov� ��� ���o�ub�� ���������.
Each protein sample was electrophoresed by 12% �o��u� �o����� �u�f���-�o������������ g�� ������o��o����� (�D�-PAGE), ��� ���� �����f����� o��o ����o����u�o�� ���b����� (M�����o��, B��fo��, MA, U�A). Af��� b�o�k��g with 5% fat-free milk powder at room temperature for 2 h, the ���b����� ���� ���ub���� ���� ������� ����bo���� �g����� CLU (��-8354), N����� (��-33677), Mu����� RNA-b�����g ��o���� 1 (M��-1; ��-135721), MAP-2 (��-74421), GFAP (��-33673), MBP (��-13564) ��� β-����� (��-8432; ����� Cruz Biotechnology, Inc.) at 4˚C overnight, and subsequently �u��u��� ���� HRP-�o�jug���� go�� ����-�ou�� IgG (��-2489; ����� C�uz B�o�����o�og�, I��.) fo� 2 � �� �oo� ��������u��. β-����� ��� u��� �� �� �������� �o���o�. T�� ������o� ��o�u�� ��� v��u���z�� b� �������� ������u���������� (ECL; A������� P��������, P���������, NJ, U�A).
Flow cytometric analysis of apoptosis.
To ��v����g��� ��� �ff���� of CLU o� ��� ��o��o��� of N�C� �x�o��� �o ��ou���� ����u��, we performed flow cytometric analysis of phosphatidylserine �x�������z���o� u���g ��� A���x�� V-f�uo������� ��o���o-������� k�� (I��u�o����, M��������, F�����). T�� ������� ����� ���� ���v����� ��� ������ o��� ���� ���-�o�� PB�, ��� ���� ��-�u������� �� b�����g buff�� (10 �M HEPE�, �H 7.4, 150 �M N�C�, 2.5 �M C�C� 2 , 1 �M MgC� 2 , 4% bovine serum albumin). Annexin V-fluorescein isothiocyanate (0.5 lg/ml) and ��o����u� �o���� (0.6 �g/��) ���� ����� �o � 250 µ� ���quo� (5x10 6 A� ��o�� b� ������� b�o� ��������, ��� ��o���� �x������o� level of CLU was significantly higher in the group exposed to an AAE ���� �� ��� �o���o� g�ou�. B� �o������, ��� ��o���� �x����-��o� ��v�� of CLU �� ��� g�ou� �x�o��� �o � ���k���� ��ou���� ��v��o����� ���������. Ho��v��, ��� CLU ��o���� ��v��� ��������� �f��� 7 ���� (F�g. 2B) ��� �x��b���� ��g��� ��v��� of CLU ���� �f��� 12 ���� of �x�o�u�� �o �� AAE (F�g. 2C). I��u�of�uo�������� �������g ��v����� � ������� �ff��� of ��ou���� ����u�� o� CLU ��o���� ��v��� (F�g. 3); ��� ��o���� �x������o� of CLU ��������� �� ��� g�ou� �x�o��� �o �� AAE �u���g ���� ��ff���������o�, ���������g � �o������� �o�� of CLU �� ��� ��v��o����� ��� ��ff���������o� of N�C� �x�o��� �o ��ou���� ����u��. AAE, the cell apoptotic rate significantly decreased, whereas ��� ��o��o��� ���� ��������� fo��o���g ��� ��������g of ��� CLU g��� (F�g. 6B). T���� ���u��� �ugg��� ���� CLU �� ��vo�v�� �� ��� ����b���o� of ���� ��o��o��� ���u��� b� �x�o�u�� �o ��ou���� ����u��.
Transfection with LV-CLU shRNA markedly decreases the expression of CLU in
Role of the CLU gene during cell differentiation triggered by exposure to acoustic stimuli. T�� CLU g��� ����� � �o�� (14) . T��� ���� u��oub����� ��v� ��o��ou� �o��o��o�o��� ������ fo� ��������, ������ ���� ��ov����� ��� �o������k���.
A�ou���� ����u�� ���� �� ���o����� �o�� �� ��� ��v��o����� of ��� �u���o�� ������. I� ��� b��� �ugg����� ���� �x�o�u�� �o �� AAE �ff���� ��� ��o��f�����o� ��� ��ff���������o� of N�C� ����v�� f�o� ��� o�f���o�� bu�b� (12) . A� �������, ���������� ���� ��u���o���� ���� ����� ��v� b��� ������� �� ��� ��������� of � v������ of ��������, ����u���g P��k���o�'� ������� ��� A�z������'� �������, �� ���� �� ������ �o�� ��ju��, ����� f���u�� ��� bo�� ����o� ���fu����o� (7) (8) (9) 15) . Ou� ����������� ���u��� ��������� ���� N�C� �x��� �� ��� ��� �o������ �u���� (11) . Our finding is significant for treating hearing loss by inducing ��� ��ff���������o� of N�C�. A� �x������, �x�o�u�� �o �� AAE significantly enhanced the proliferation and differentiation of N�C� f�o� �o������ �u���� �� ��� ��� �u���o�� ������. Ex�o�u�� �o �� AAE ��� ����ov� ��� ��������� of ����o��-��u��� ������g �o�� b� ��gu�����g ��� ��v��o����� of N�C� f�o� �o������ �u����. Ho��v��, ��� u��������g ���������� ��vo�v�� �� ��� ��v��o����� of N�C� �x�o��� �o ��ou���� ����u�� ������ u������.
CLU, ����� �� ���o k�o�� �� ��o���o��o���� J, �� � ��g��� �o����v�� ��� �����o�������-�������� g���o��o����, ��� �� fou�� �� v���u���� ��� �u��� ����u�� ��� f�u��� (16) . CLU ��� ��ov�� �o b� ��vo�v�� �� ��� ��gu����o� of ���� ��o��f-�����o� ��� ��ff���������o� �� � �u�b�� of ����u�� (17, 18) . Furthermore, studies have confirmed that the CLU protein is ���o������ ���� v���ou� �����o�og���� ��o������, �u�� �� ���� ������o�, ���� ��ff���������o� ��� �����fo�����o�, ���� ����� ��gu����o�, ���u�� ��gu����o�, ����� ������o�����o� ��� DNA ������ (19, 20) . I� ��� b��� ���o�������� ���� CLU ��o�o��� ��� g�o��� of �o����� ���������� ����� ���oug� ��� u���gu����o� of ����������� ����� in vitro (21) . To �����f� ��� u��������g ���������� ��vo�v�� �� ��� ��o��f�����o� ��� ��ff���������o� of N�C� f�o� �o������ �u���� �x�o��� �o ��ou���� ����u��, �� ���������� ��� �x������o� ��v��� of CLU. W� ob���v�� �� u���gu����o� �� CLU �x������o� �u���g ��� ��ff���������o� of N�C� f�o� �o������ �u���� �x�o��� �o �� AAE. Ou� ���u��� confirm an important role of CLU in the development of NSCs �x�o��� �o ��ou���� ����u��.
���� ����� ��� � ������� ����� of ����� ���� ��v� ���f-������� ��� ��u���o���� ��ff���������o� ���������� (6) . Du���g ����� f���u��, ��� g���u�o����-�o�o�� ����u�����g f���o� ���u��� ������� ��g�������o� b� ���������g ��� �u�b�� of ������-���� b�oo� ���� ����� ��� �����f�����g ���� �o ��� ���� of ��ju�� (22, 23) . T���� ���� �������� ���� ��� ��o��f�����o� of ���� ����� �� ��u���� �o ���� ���� �������. A�ou���� ����u�� ��v� � ��o�� ������o����� ���� ���bo�� ��� b�������� N�C� f�o� �o������ �u���� ��� ��� ��o�o�� ��� ��o��f�����o� of N�C� f�o� �o������ �u���� ��� ����b�� ����� ��o��o���. Ho��v��, �� fou�� ���� ���� ��o��f�����o� ��������� �f��� CLU ��� �������� �� ���� �x�o��� �o ��ou���� ����u��. A�ou���� ����u�� ������ �o ��o�o�� ��� ��o��f�����o� of N�C� f�o� ��� �o������ �u���� ���oug� CLU.
N�C� ��v� b��� ������ u��� �� ��� ��������� of ���v� ��ju��-������� ��������, ������ �u� �o ����� ��u���o���� ��ff���������o� �o�������. �ug��� et al (24, 25) ���o�������� ���� N�C� ����ov�� �og����v� fu����o� �� �o��� ���� ���� A�z������'� �������. Fu������o��, N�C� ��� ��ff��������� ���o �o�������g�� ��u�o�� �o ����� P��k���o�'� �������, ���������g �� ���o����� �o�� of N�C ��ff���������o� �� ��� �������u��� �ff���� (26) . N����� �� � ���b�� of ��� f����� of ������������ filaments and is found in neuroepithelial stem cells (27) . Nestin �� ������ u��� �o ������f� N�C� �� ��� �x������o� �� ���������� ���� ��u��� ����u��o� ����� ��ff��������� ���o ��u�o�� ��� g���� ����� (28) . M��-1 �� �bu����� �� ��u��� ����u��o� ��� ���� �����, ��� �� k�o�� �� � �o��o� ���k�� fo� ��u��� ����u��o� ����� (29) . MAP-2 �� ��������� �x������� �� ��� ���vou� ������ ��� �� o�� of ��� �o�� �bu����� ��o����� �� ��� b���� (30) . I� �� ��oug�� �o b� � goo� ��������� �� � b�o���k�� fo� ��u�o��. GFAP is a monomeric intermediate filament protein found �� ��� ����og���� �k����o� (31) . GFAP ��� b��� fou�� �o b� � �o��������� u��fu� ����o���� ���k�� �� ���������g �������� ou��o��� (32) . I� ���� ��u��, �x�o�u�� �o ��ou���� ����u�� ���u��� � �������� �� ��� �x������o� of ��� N�C ���k���, N����� ��� M��-1, ��� �� �������� �� ��� �x������o� of MAP-2, GFAP ��� MBP. Ho��v��, ����� �ff���� ���� ���k���� �����u-���� ���� ��� CLU g��� ��� ��������, ���������g ���� ��ou���� ����u�� ��o�o��� ��� ��ff���������o� of N�C� f�o� ��� �o������ �u���� ���oug� ��� CLU �������.
In conclusion, this study confirms that exposure to acoustic ����u�� ��o�o��� ��� ��o��f�����o� ��� ��ff���������o� of N�C� f�o� ��� �o������ �u���� ���oug� ��� CLU �������. Ou� ���� �u��o�� � ��� �o������� ������ fo� ��� ��������� of ����o��-��u��� ������g �o��.
